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Abstract We extracted blue bilin pigments from the wings of Graphium butterflies and of other 
butterfly species, and spectrophotometrically analyzed them by means of high performance liquid 
chromatography. The bilin pigments obtained were classified into two types; biliverdin type and 
sarpedobilin type. In the former, two absorption peaks were found both at 300-400 nm (a so-called 
solet band) and at 600-700 nm: the ratio of absorption maxima of 600-700 mm/300-400 nm was below 
1. In the latter, by contrast, only one peak was clearly observed at 600-700 nm, and the absorption 
value around the 300-400 nm region was very low, with a ratio between the two of over 10. Distribution 
of the two pigment types among these butterflies species is discussed in relation to the phylogenetic 
relationships between them and to the light responsiveness of the blue/green coloration on the wings 
(as seen in G. sarpedon and G. maclayanum). 


Key words Graphium species, blue bilin pigment, biliverdin type, sarpedobilin type, light responsive- 
ness. 


は じ め に 

















昆虫 の 青色 や 緑色 は 構造 色 の 場合 を 除け ば , 多く は 青色 の ビリ ン 色 素 の 存在 に よる も の で ある (Kay- 
ser, 1985), 緑色 の 体 色 は 、 基本 的 に 黄色 色素 (た いて い の 場 合 は カロ ナノ イド ) が 青色 色素 (ビリ ン 色 
素 ) と 共存 し て いる こと に よる . 鱗 玩 目 の ビ リン 色素 と し て は , ビリ ベル ジン 一 基 。 が 普遍 的 で ある 
A, その 他 に フォ ルカ ス ア ゲハ Papilio phorcas の 麹 に 存在 する フォ ルカ ビリ ン , アオ スジ アゲ ハ 
Graphium sarpedon の 半 に 存在 する サー ベ ド ビリ ン な ど が 知ら れ て いる 


アオ スジ アゲ ハ 属 や マダ ラチ ョ ウ 科 で は . 半 の 青色 パタ ー ン は 鱗粉 の 色 に よる の で は な く , WORA 
着色 し て いる た めで あり , その よう な 部 位 の 鱗粉 は 針 状 を 呈し て いる (Kato and Yamada, 2001; 加藤 , 
2005). また , G.agamemnon な ど ア オス ジア ゲハ 属 で み ら れ る 緑色 斑紋 は 事 膜 の 青色 に 加え て その 部 
分 の 鱗粉 が 淡 黄 色 に 着色 し て いる た めで ある か . また は 交 膜 に 青色 色素 と 黄色 色素 が 共存 し て いる 
た めで ある (加藤 , 未 発表 ). 


我々 は アオ スジ アゲ ハ の 幼虫 皮膚 や 麹 に 存在 する サー ペド ビリ ン は 特定 の タン パク 質 と 結合 し て お 
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Fig. 1. Specimens of the Graphium butterflies used in the present study. 


A: doson ミカ ドア グ ハ Gshigakijima Is.). B: sg の egoz ア オス ジア ゲハ . C: cloanthus タイ 
ワン タイ マイ . D: agamemnon コモ ンタ イマ イ . E: sandawnum 了 アポ タイ マイ . F: milon 3 
ロン タイ マイ . G: co み zs コ ドル スタ イマ イ . H: eurypylus ミナ ミミ カド アゲ ハ . I weiskei 


ミイ ロタ イマ イ . 本 : antheus オナ オガコ モン タイ マイ . K: policenes コ オ ナ ガ コ モン タイ マ 
イ . L: maclayanum キミ ドリ タイ マイ . 
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り , その 人 凶 素 部 分 の 合成 は 光 に より 診 導 され る こと を 見 い だ し た (Kato and Yamada, 2001; Kato et al., 
2010). すなわち , 本 種 の 幼虫 を 暗 条 件 下 で 飼育 する と, 幼虫 の 体 色 は 黄色 と な る . ERRER 
下 で 羽化 きせ る と , 成虫 の 凌 も 青色 色素 を 欠き , 淡い 黄色 と な る . 同様 の 光照 射 に よる 緑色 化 の 例 と 
LT, オー スト ラリ ア に 生息 する 選 . maclayanum が ある . その 幼虫 を 光照 射 し な い 室内 飼育 で は 羽化 
し た 成虫 の 麹 の 黄色 味 が 強く な る こと が 知ら れ て いる (Braby, 2000) が , どの よう な 色素 が 関与 する 
か は 明らか に され て いな い . また チョ ウ 以 外 で は . ヤマ マユ エガ Antheraea yg が の (ヤマ マコ ガ 科 ) の 
RCO PID 5 TWA (Kato etal., 1989). この 種 の 蔽 の 緑色 化 は 吐 糸 中 の 幼虫 へ の 光照 射 に より 誘 
導 さ れ , 暗黒 条件 下 で 作ら せ た 貢 の 色彩 は 黄色 と な る . さら に 興味 深い こと に ヤマ マユ が ガ の 黄 に 含ま 
れる 青色 色素 は アオ スジ アゲ ハ と 同じ サー ペド ビリ ン で ある (Yamada and Kato, 2004). しかし, アオ 
スジ アゲ ハ 属 の ミカ ドア ゲハ で は その よう な 光 に よる 次 の 青色 化 は 知ら れ て いな い の で , 青色 色素 
の 種類 が 異な る 可能 性 が 推 宗 され る . 




































































それ ゆえ た, 本 研究 で は アオ スジ アゲ ハ 属 の チョ ウ の 翔 に 含ま れる 青色 ビリ ン 色 素 を 明らか に する た 
め に 素 か ら 色 素 の 抽出 を 行ない , 高速 液体 クロ マト グラ フィ ー (HPLC) に より 色素 の 分 株 を 行なっ 
た . 比較 の た め に 青色 の 素 を 持つ マダ ラチ ョ ウ 科 の 素 の 青色 色素 に つい て も 分 析 を 試み た . 












































材料 と 方 法 


材料 種 : 本 研究 に 用 いら れ た アオ スジ アゲ ハ (Graphium 属 の チョ ウ は 次 の 12 種 で ある (Fig. 1). す な 
bh, 日 本 産 と し て アオ スジ アゲ ハ G. sarpedon (本 州 ) お よび ミカ ドア ゲハ G. doson (石垣 島 お よび 
本 州 ) の 2 種 , 東南 アジ ア 産 と し て G. agamemnon (Gi), G. cloanthus RYE), G. milon (A Y PAY 
ア ・ ス ラウ ェ シ 上島 ), G. weiskei (パプ アニ ュー ギニア ), G. sandawnum (フィ リビン ・ ミ ンダ ナオ 島 ), 
G. cog み sy( イ ンド ネシア ・ セ モブ 島 ), G. eurypylus (イン ド ネ シア ・ ブ ル 島 ) の 7 種 , オー スト ラリ ア 大 
EEO G. maclayanum (オー スト ラリ ア ) の 1 種 , アフ リカ 大 陸 産 と し て anheus (中 央 アフ リカ ) お 
よび G. po/zezes (中 央 アフ リカ ) の 2 種 で ある . これ ら の チョ ウ は 1995 年 か ら 2005 年 に か け て 野外 
に お いて 採集 され た も の で ある . それ ら の 各 燥 標本 の 北 か ら 青 色色 素 を 抽出 し て 実験 に 供し た . その 
他 に , 2005 年 石垣 島 に お いて 採集 し た リュ ウキ ュ ウ アサ ギ マ ダ ラ Ideopsis similis お よび アサ ギ マ ダ ラ 
Parantica sita DØ b RRRA L Z. 













































































麹 か ら の 色素 抽出 : それ ぞ れ の 種 の 前 次 (片方 また は 両方 ) の 青色 また 緑色 部 分 を 眼科 バサミ で 切 取 
り 砕 片 化 し た も の (ほぼ 10 ug) Z, 1 mL の 10%H,SO,/MeOH (1:9 viv) の 混合 液 と 共に プラ スチ ッ ク チ 
ュー ブ 中 に 密封 し , 超 音 波 処理 に より 抽出 を 行なっ た . 処理 時 間 は 室温 に て 3.3-4 時 間 と し た . 得 ら 
れ た 抽出 液 は 遠心 に より 破砕 片 を 取り 除き . その 100 記 に 蒸留 水 を 100 pL INA TC, 分 析 に 用 いた . 






































ビリ ン 色 素 の 検出 と 同定 : 逆 相 カラ ム Asahipak ODP-50 (6 x 150 mm, 5 um, 旭化成 製 ) を 用 いて , 高速 
液体 クロ マト グラ フィ ー (APLC) を 行なっ た . 抽出 サン プル (50 WL) を 上 記 カ ラム に 投与 し , 0.1% b 
リフ ルオ ロ 酢 酸 /70% メタ ノー ル の 混合 液 で 30*C, 毎 分 1 mL の 条件 下 で 溶出 し た . 溶出 し た 分 画 は 兆 
ダイ オー ドア レイ (SPD-MA10A, 島津 製作 所 ) を 用 いて , その 保持 時 間 を 670 nm で モニ ター し た . 得 
られ た 青色 ビリ ン 人 色素 の 同定 は HPLC で の 保持 時 間 と クロ マト グラ ム の 吸収 ビー ク か ら 行 な っ た . 
































結果 と 考察 








Fig. 2 は , 日 本 産 ア オス ジア ゲハ 属 2 種 . す な わ ち doson (石垣 島 ) と sarpedon に つい て HPLC に より 
得 ら れ た 色素 分 画 の クロ マト グラ ム を 示す . 両者 の 青色 色素 は 明らか に 異な る 性 質 を 有 し た . す な わ 
ち , 主 な 吸収 ピー ク の 保持 時 間 は doson で は 5.32 分 と 8.30 分 の 2 つ で あり , sarpedon で は 5.86 分 で あ 


っ た . 






































吸収 スペ クト ル に つい て も 両者 の 色素 は は っ きり と 異な っ て いた (Fig.3). dorson で は 長 濾 長 側 
(600-700 nm) と 短波 長 側 (300-400 nm) の 2 カ所 に 吸収 極大 を 持っ て お り , 特に 短波 長 側 の 吸収 李 大 
(ソー レー 和 帯 と いわ れる ) は 高い 吸光 度 を 示し た . 一 方 , sarpedon で は 長波 長 側 の 領域 に 高い 吸収 ピー 
ク が み ら れ た が , 短波 長 側 で の 吸収 は 極め て わずか で あっ た . さら に , 両者 は 長 濾 長 領域 の 吸収 スペ 
クト ル の 形 も 異な っ て お り , 前 者 で は スペ クト ル の 形状 が ドー ム 形 で あっ た が , 後者 で は ピー ク の 位 
置 よ り 短 波長 側 に 小さ い 肩 が み ら れ た . 




































































NII-Electronic Library Service 


The Lepidopterological Society of Japan 


アオ スジ アゲ ハ 属 の 万 の 青色 ビリ ン 色 素 


























min 


Retention time 


Fig. 2. Chromatograms of the extract from the wings of G. doson (Ishigakijima Is.) (A) and G. sarpe- 
don (B). Absorption was monitored at 670 nm. 

















これ ら の 分 析 結 果 か ら , dorson の 青色 色素 に 類似 し た スペクトル パタ ー ン を 示す ビリ ン 色 素 を , ビリ 
ベル ジン タイ プ と みな し (Kayser, 1985), 一 方 sarpedon の 青色 色素 に 類似 し た 吸収 パタ ー ン を 示す ビ 
リン 色素 を , サー ペド ビリ ンタ イプ と みな し た (Kato and Yamada, 2001). 


Table 1 は , 上 記 2 種 を 含む アオ スジ アゲ ハ 属 12 種 お よび マダ ラチ ョ ウ 科 2 種 の 凌 の ビリ ン 色 素 の 特 
徴 (保持 時 間 , 短 濾 長 と 長波 長 域 で の 最大 吸光 度 お よび 両者 の 比率 ) を まとめ た も の で ある . dorson 
(石垣 島 産 の みな ら ず 本 州 産 $ ) を 初め と し て agamemnon, codrus, eurypylus, antheus, policenes の 各種 
は HPLC に よる 保持 時 間 は ほぼ 3$ 分 と 類似 し て いた . 吸収 スペ クト ル に 関し て る も 短 渡 長 域 と 長波 長城 
に お いて 典型 的 な 2 峰 性 の 吸収 パタ ー ン を 示し , 短波 長 域 / 長 波長 域 の 吸収 ビー ク の 比率 が 1 以下 で 
あっ た . 一 方 , cloanthus, sandawnum, milon, weiskei, maclayanum の 各種 は 保持 時 間 に つ いて は 3-7 分 と 
多少 の ば ら つ き が 見 られ た が , 吸収 スペ クト ル の パタ ー ン は sarpedon の 場合 と 同様 に 短波 長 / 長 波長 
の 吸収 ビー ク の 比率 は 10 以上 の 大 き な 値 を 示し た . 同一 種 に お いて 両方 の タイ プ の 色素 を 持つ 例 は , 
調べ た 限り で は み ら れ な か っ た . 


これ ら の こと か ら , 本 研究 に お いて 調べ た 限り で は アオ スジ アゲ ハ 属 の 麹 の 青色 ビリ ン 色 素 に は 分 
光学 的 に 少な く と も 2 種類 が あり , それ ら は ビリ ベル ジン タイ プ と サー ペド ビリ ンタ イプ に 分 類 さ れ 
る こと が 示唆 され る . LOL, 各 タ イプ 内 で の それ ぞ れ の 人 色素 が 同一 の も の か それ と も る 莉 換 基 が 変化 
し て いる こと に より 多少 構造 が 異な る の か は 不明 で あり ., 今後 の 研究 が 必要 で ある . 


本 研究 で 解析 し た アオ スジ アゲ ハ 属 の 交 に 含ま れる 2 種類 の ビリ ン 色 素 の 分 布 は 系 統 関係 を 反映 し 
て いる の で あろ うか . Hancock (1983) は 形態 形質 の 調査 か ら , アオ スジ アゲ ハ 属 は 4 つの 亜 属 (Pazala, 
Pathysa, Arisbe, Graphium) を 含む こと を 示し た . 三枝 ら は (1977) アオ スジ アゲ ハ 亜 属 の 種 に つい て そ 
れ ら の 形態 や 斑紋 か ら 系 統 関 係 を 再 検討 し た 結果 . アオ スジ アゲ ハ 亜 属 の 種 は 3 グル ー プ か ら 成 る こ 
と を 示し た : すなわち , gggzezog グ ルー プ , sarpedon グループ, eurypylus グル ー プ で ある . Makita 
(2003) は 分 子 系 続 の デー タ か ら eurypus グル ー プ は アオ ォ オス ジア ゲハ 亜 属 に は 含ま れ な いと し て いる . 
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Fig. 3. Absorption spectra of the peak fractions of G. doson (A) and G. sarpedon (B) wings shown 
in Fig. 2. Solid lines, P-1; dotted line, P-2. 


Table 1. Spectrophotometrical characteristics of blue bilin pigments from the wing of Graphium and 


other butterfly species 


Retention time Absorption maxima (nm) 


Ratio 








Bilin type RIE (min) Max 1 Max2 (Max 2/Max1) OPT 
biliverdin G. doson Ushigaki) 5.32 356.3 679.2 0.47 C 
G. doson (Honshu) 5.34 356.3 683.4 0.54 c 
G. agamemnon 5.66 355 681.5 0.51 a 
G. codrus 5.67 349.6 683.6 0.52 b 
G. eurypylus 5.65 356.3 676.3 0.58 c 
G. antheus 5.57 349.1 676.3 0.53 d 
G. policenes 5.6 359.2 683.6 0.51 d 
Ideopsis similis 8.34 381.5 669.6 0.51 e 
Parantica sita ー ー ー ー e 
sarpedobilin G. sarpedon 5.86 356.2 658.9 14.16 b 
G. milon 7.42 363.6 658.9 23 b 
G. cloanthus 7.35 363.4 661.7 23.6 b 
G. weiskei 7.68 356.8 658.9 17.66 b 
G. sandawnum 5.34 356.3 658.9 14.8 b 
G. maclayanum 7.34 363.6 661.8 15.33 b 


The highest peak of the fractions obtained by HPLC is shown. 


*Saigusa et al. (1983) : (a) agamemnon, b) sarpedon, c) eurypylus and d) other groups of subgenus 


Graphium. e) danaid species. 


Table 1 に 示し た よう に , 用 いた アオ スジ アゲ ハ 亜 属 の 種 の 日 














HC, サー ペド ビリ ンタ イプ の 人 色素 を 持 


つ 6 種 は いずれ る も sarpedon グル ー プ に 属し て いる こと が 明らか で ある . 一 方 , ビリ ベル ジン タイ プ の 
色素 を 持つ 6 種 は codrus (sarpedon グル ー プ に 属す る ) を 除く と , それ 以外 の グル ー プ に 属し て いた . 
アフ リカ 産 の 2 種 ( ア オス ジア ゲハ 亜 属 ) も ビリ ベル ジン タイ プ の 色素 を 有 し て いた . これ ら の こと 





か ら , アオ スジ アゲ ハ 属 の 北 の 青 色 ビ リン 人 色素 








は 例外 が ある も の の , 基 














本 





的 に 系 統 関係 に 強く 依存 し 

















て いる こと が 示唆 され る . お そら く 祖 先 的 「 ア オス ジア ゲ 属 ] の 種 で は 青色 系 色彩 を 発現 す の に ビ 
リ ベ ル ジ ンタ イプ が 一 般 的 で あっ た が , 進化 の 過程 に お いて sagegog グ ルー プ の 出現 に 伴い ビリ ン 
色素 と し て は ユニ ー ク な サー ペド ビリ ン を 合成 する 代謝 機構 が 分 化し た も の と 推測 され る ,. 
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現在 まで に , 麹 の 青色 の 着色 が 区 照射 に より 促進 され る こと が 知ら れ て いる の は アオ スジ アゲ ハ で 
あり , それ に 関与 する 色素 は サー ペド ビリ ン で ある こと が 明らか に され て いる (Kato and Yamada, 2001; 
Yamada and Kato, 2004). オー スト ラリ ア 産 の maclayanum に つい て は 光照 射 に よる 着色 反応 は 知ら れ 
て いた (Braby, 2000) が , 次 の 色素 分 析 は 行なわ れ て いな か っ た . し か し 本 研究 か ら 後 者 も サー ペド ビ 
リン タイ プ の 色素 を 持つ こと が 明らか と な っ た . また , 両 種 以外 に お いて も サー ペド ビリ ン そ の も の 
まだ は それ ( ON と が 明らか と な っ た . この こと は こ 
れ ら の 種 の 中 に は , 素 が 青 / 緑 色 に 着色 する の に 光照 射 が 関 号 し て いる 可能 性 が 推察 され る . し か し 
残念 な が ら こ れ ら の 種 で は 幼生 期 の 採集 が 難し いも の が 多く . 飼育 も あま り 行 な われ て いな いよ う 
で あり , その 詳細 は 不明 で ある . 今後 の 研究 が 望ま れる . 


今回 , 比較 の た め に 行なっ た マダ ラチ ョ ウ 科 の リュ ウキ ュ ウ アサ ギ マ ダ ラ に お いて も ビリ ベル ジン 
タイ プ の 青色 色素 が 検出 され た が , 意外 に も アサ ギ マ ダ ラ の 麹 か ら は 青色 色素 を 検出 で き な か っ た . 
この 理由 に つい て は 今後 の 研究 に 待た ね ば な ら な い が , 少な く と も 2 つの 可能 性 が 挙げ られ る . 第 一 
は , アサ ギ マ ダ ラ の 北 に も 青色 色素 は 存在 する が , きわ め て 少量 で ある た め に 上 記 の 手法 で は 検出 き 
れ な いと いう こと が 考え られ る . し か し , は っ きり と し た 青色 を 示さ な い 本 州 産 osoz DMD À b F 
色色 素 が 検出 され た (Table 1) こと を 考慮 に 入れ る と , この 可能 性 は 低い と 推測 され る . 第 二 は アサ 
ギ マ ダ ラ の 麹 に は 青色 色素 が 存在 し な い が , 肉眼 的 (視覚 的 ) に 淡 青 色 に 見 える と いう こと が 考え ら 
れる . 確か に , 本 種 の 半 護 明 な 次 を 白い 紙 を 育 景 に し て みる と , 次 は 青色 に は 見 え ず 白く 見 える が , 
玩 を 灰色 や 黒い 物体 を 背景 に する と 青色 に 見 える (加藤 , FÆR) し た が っ て , アサ ギ マ ダ ラ の 青色 
が 色素 に よる も の で ある と 考え に くい . も し 後者 の 場合 で ある と する と , 「[ 海 が 青く 見 える 」 よう な 
光 の 反射 や 散乱 な どの 特性 に 関係 し た 現象 と 似 て いる の か も しれ な い . この こと を 明らか に する た 
め に は , いわ ゅ る 構造 色 の 可能 性 も 含め て 光学 的 , 物理 的 な 詳細 な 研究 が 必要 で あろ う . 























































































































































































































謝辞 











本 研究 を 行なう に あたり , オー スト ラリ ア 産 材料 種 の 入手 に ご 協力 いた だ いた MI.F Braby 博士 , お よ 
び ア オス ジア ゲハ 属 の 系 統 関 係 に 関す る 文献 を ご 教示 いた だ いた 矢 後 勝也 博士 に 厚く お 礼 申 し 上 げ 
る . 





引用 文献 


Braby, M. F., 2000. Butterflies of Australia Vol. 1. CSIRO Publishing. pp. 458. 
Hancock, D. L., 1983. Classification of the Papilionidae (Lepidoptera): a phylogenetic approach. Smithersia 2: 
1-48. 

加藤 義 臣 ,2005. 発育 . チョ ウ の 生物 学 ( 本 田 計 一 ・ 加 藤 義 臣 編 ), 東京 大 学 出版 会 , 東京 . 

Kato, Y. and H. Yamada, 2001. Effect of light irradiation on blue-green coloration of larval integument and 
adult wing in the butterfly Graphium sarpedon (Lepidoptera, Papilionidae). Trans. Lepid. Soc. Japan 52: 
279-287. 

Kato, Y., Onuma, Y., Sakurai, K. and H. Yamada, 1989. Role of light in the green pigmentation of cocoons of 
Antheraea yamamai (Lepidoptera: Saturniidae). Appl. Ent. Zool. 24: 398-406. 

Kato, Y., Eba, J. and Yamada, 2010. Stimulation of blue bilin produciton by light in the wing of a papilionid 
butterfly Graphium sarpedon. Trans. lepid.Soc. Japan 61: 191-201. 

Kayser, H., 1985. Pigments. In Kerkut, G. A. and L. I. Gilbert (Eds), Comprehensive Insect Physiology, Bio- 
chemistry and Pharmacology Vol. 10: 367-415, Pergamon Press, Oxford. 

Makita, H., Shinkawa, T., Kondo, K., Xian, L. and T. Nakazawa, 2003. Phylogeny of the Graphium butterflies 
inferred from nuclear 28S rDNA and mitchondrial ND5 gene sequences. Trans. lepid.Soc. Japan 54: 91- 
110. 

=A PHATE E We KRE 18,1977. Graphium WUE © AE & AE BE WE, CD: 2-32. 

Yamada, H and Y. Kato, 2004. Green colouration of cocoons in Antheraea yamamai (Lepidoptera: Saturni- 
idae): light-induced production of blue bilin in the larval haemolymph. J. Insect Physiol. 50: 393-401. 























NII-Electronic Library Service 


The Lepidopterological Society of Japan 


262 IERE + WEA GAZE 

















Summary 


(1) Kato et al. (1989, 2010) showed that the blue coloration of the wings of Graphium sarpedon was stimulated 
by light irradiation through the production and accumulation of the blue bilin pigment, sarpedobilin, but not 
biliverdin IX。 which is common in lepidopteran insects. 


(2) To understand whether the blue/green coloration of the wings of other Graphium species is due to sarpedo- 
bilin or biliverdin IX, we spectrophotometrically analyzed the blue bilin pigment of 12 Graphium and two da- 
naid species using a high performance liquid chromatography technique. 


(3) The blue bilin pigments analyzed were classified into two types; biliverdin type and sarpedobilin type. The 
former had two absorption peaks, at 300-400 nm (the so-called solet band) and at 600-700 nm, with a ratio of 
absorption maxima of 600-700 nm/300-400 nm below 1, while the latter had only one clear peak at 600-700 
nm, and an equivalent ratio of above 10. 


(4) Distribution of two types of bilin pigment among the species included is discussed in relation to the phylo- 
genetic relationships between them and to the light-stimulated blue/green coloration. 
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